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RESUMO 
 
O remodelamento cardíaco é caracterizado por alterações do miocárdio em resposta 
a injúria ou sobrecarga de trabalho sofrida pelo coração durante determinadas 
situações. Após evento do infarto agudo do miocárdio, o RC é considerado um 
fenômeno deletério e sua gênese esta relacionada a diversos mecanismos 
inflamatórios. Estudamos a diacereína que é um composto antraquinona com 
propriedade anti-inflamatória que inibe a síntese e a atividade de citocinas pró-
inflamatórias, como o fator de necrose tumoral e interleucinas 1 e 6. O objetivo deste 
estudo foi investigar os efeitos da diacereína no remodelamento ventricular in vivo 
após isquemia.	 A	 ligadura da artéria interventricular anterior foi feita para induzir 
infarto do miocárdio em ratos em um modelo experimental. Os ratos foram divididos 
em quatro grupos: grupo Controle (n=16) e grupo Sham (n=8) que receberam 
solução salina (n=16) e grupo Diacereína (n=10) e SHAM com Diacereína (n=10) 
que receberam a diacereína (80 mg/kg/dia). Após 4 semanas, análises moleculares, 
atividade de caspase 3 e análises hemodinâmicas foram comparados entre os 
grupos. Os resultados demonstram redução dos volumes sistólico e diastólico final 
do VE no grupo tratado comparado com o grupo controle (p <0,01 e p <0,01, 
respectivamente). Em comparação com ratos do grupo controle, os ratos tratados 
com diacereína exibiram menos fibrose no VE (14,65% ± 7,27% vs 22,57% ± 8,94%, 
p <0,01), menor atividade caspase 3 e baixos níveis de transcrição NF-kB p65.	
Concluímos que o tratamento com diacereína uma vez ao dia durante 4 semanas 
após o IAM promoveu diminuição do remodelamento ventricular, com menor volume 
diastólico e sistólico final do VE. A diacereína também promoveu uma redução de 
fibrose no VE. Acreditamos que tais efeitos podem estar associados com obstrução 
parcial da via NF-kB. 
 
 
Palavras-chave: Infarto do miocárdio, Remodelamento ventricular, Isquemia, 
Citocinas, Agentes anti-inflamatório. 
		
	
The diacerein properties on the left ventricle remodeling after acute myocardial 
infarction: experimental study. 
 
ABSTRACT 
	
Cardiac remodeling is characterized by myocardial changes in response to injury or 
work overload suffered by the heart during certain situations. After the acute 
myocardial infarction event, the RC is considered a deleterious phenomenon and its 
genesis is related to several inflammatory mechanisms. We studied the diacerein 
that is an anthraquinone compound with anti-inflammatory properties which inhibit 
the synthesis and activity of pro-inflammatory cytokines such as tumor necrosis 
factor and interleukin 1 and 6. The aim of this study was to investigate the effects of 
diacerein on remodeling ventricular in vivo after ischemia. The ligation of the left 
anterior descending artery was made to induce myocardial infarction in rats in an 
experimental model. The rats were divided into four groups: control group (n = 16) 
and Sham group (n = 8) that received saline (n = 16) and Diacerein group (n = 10) 
and SHAM with Diacerein (n = 10) received diacerein (80 mg / kg / day). After 4 
weeks, molecular analysis, caspase 3 activity and hemodynamic tests were 
compared between groups. The results show reduction in systolic and end-diastolic 
LV volumes in the treated group compared with the control group (p <0.01 and p 
<0.01, respectively). In comparison with control rats, rats treated with diacerein 
exhibited less fibrosis in the left ventricle (14.65% vs. 22.57% ± 7.27% ± 8.94%, p 
<0.01), lower caspase 3 activity and low transcript levels of NF-kB p65. We conclude 
that treatment with diacerein once a day for 4 weeks after myocardial infarction 
promotes a decrease in ventricular remodeling, with lower end systolic and diastolic 
volume of the left ventricle. Diacerein also promoted a reduction of fibrosis in the left 
ventricle. We believe that such effects may be associated with partial blockage of the 
NF-kB pathway. 
 
Key words: Myocardial infarction, Remodeling ventricular, Ischemia, Cytokines, Anti-
inflammatory agents. 
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1- INTRODUÇÃO  
 
 O remodelamento cardíaco (RC) foi descrito em 1982 por Hockman e 
Buckey, onde eles discutiam sobre a substituição do tecido necrótico na área 
infartada por um tecido cicatricial (1, 2). Atualmente, sabemos que o RC é um 
processo complexo que engloba além da substituição tecidual um conjunto de 
alterações no coração decorrentes de injúria ou sobrecarga de trabalho durante 
determinadas situações (3). 
Vários estudos demonstram que essas alterações são genéticas, 
moleculares, celulares e intersticiais (características microscópicas) (3-8). Como 
consequências de tais alterações, observamos clinicamente o coração menos 
elíptico e mais esférico devido as variações anatômicas no tamanho, massa, forma, 
geometria e função do coração (características macroscópicas) (3-5, 9). Esses 
eventos permitem que o coração se adapte às novas condições de funcionamento 
inicialmente benéficas e necessárias, mas para isso ativam mediadores (por 
exemplo: neuro hormônios, citocinas e estresse oxidativo) que se potencializam e se 
correlacionam entre si (3). Como consequência, ao passar do tempo e com as 
modificações moleculares, ocorre a hipertrofia das células cardíacas (miócitos) e 
aumento da massa ventricular, reduzindo o estresse parietal (lei de Laplace) para 
compensar e estabilizar o coração para manter suas funções (3, 9). Porém, essas 
alterações promovem uma sobrecarga de trabalho ocasionando dilatação do 
coração, alterações na geometria, de contratilidade/relaxamento e aumento do 
volume sistólico e diastólico. A progressão deste conjunto de alterações são 
prejudiciais ao coração, pois promovem ao longo do tempo a disfunção progressiva 
do ventrículo esquerdo (VE), insuficiência cardíaca congestiva (ICC) ou morte súbita 
(1, 9). Estas alterações possuem mecanismos complexos, como alterações da via 
de cálcio, beta-adrenérgica e alterações das proteínas contráteis (1, 9).  
O processo de RC tem como fator principal a sobrecarga de volume, 
embora múltiplos fatores como a ingestão excessiva de sal, atividade simpática, 
níveis de neuro-hormônios, etilismo, diabetes mellitus, exercícios físicos, estresse 
oxidativo, doenças de origem isquêmicas ou valvares, hipertensão arterial sistêmica 
e processos inflamatórios são descritos na literatura (9, 10).  
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Neste contexto, o infarto agudo do miocárdio (IAM) é uma das principais 
causas de RC devido a perda aguda de miocárdio lesado durante a isquemia e 
necrose. Durante este processo ocorre a substituição do tecido lesado pelo tecido 
cicatricial, promovendo o mecanismo reparador do RC. O RC esta acompanhado da 
deposição de fibrose e colágeno na área acometida pelo IAM (9, 11). O processo de 
fibrose cardíaca ocorre com acúmulo de tecido fibroso associado com a reação 
inflamatória, que resulta na cicatrização da área infartada e da área de risco (não 
infartada), permitindo desta maneira momentaneamente a reestruturação do 
miocárdio (8, 12). A necrose celular na região acometida é caracterizada por ruptura 
de membrana devido ao edema celular, lise celular e fragmentação, com uma 
resposta inflamatória aguda sempre associada (4, 13). Esses dois processos podem 
levar à disfunção sistólica, diastólica e arritmias (12, 14). 
A associação do IAM com a resposta inflamatória e a lesão promovida 
pela isquemia e reperfusão (I/R) é a causa principal entre as doenças 
cardiovasculares que leva ao RC (15).  
Após o IAM, o processo de RC é caracterizado e considerado um fator 
importante de mortalidade, pois influencia diretamente a função ventricular (6). Para 
manter preservada a função ventricular, o RC leva ao aumento dos diâmetros do 
ventrículo esquerdo e da espessura da parede ventricular (4, 16). Além disso, devido 
a uma perda de tecido muscular, ocorre uma queda do volume ejetado e aumento 
do volume sistólico e diastólico final do VE. Isso faz com que as células musculares 
cardíacas sadias sofram sobrecarga de trabalho promovendo aumento da tensão, 
dilatação do VE e disfunção ventricular associando-se a um pior prognóstico (1, 6, 8, 
17).  
O IAM é um problema de saúde mundial crescente nas últimas décadas. 
Os indivíduos acometidos pelo IAM apresentam altas taxas de morbidade e 
mortalidade na prática clínica de acordo com a Organização Mundial da Saúde (14, 
18-20). O IAM apresenta origem multifatorial destacando-se a hereditariedade, 
diabetes mellitus, hipertensão arterial sistêmica, hipercolesterolemia, 
hipertriglicerídeos e tabagismo. Estes fatores promovem disfunção cardíaca, 
endotelial, vascular e muitas outras complicações (21). 
  A doença que precede o IAM é conhecida como Aterosclerose, 
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caracterizada por inflamação crônica na parede vascular com acúmulo de lipídios no 
espaço subendotelial, fazendo que ocorra a formação de um trombo ocluindo o vaso 
coronariano (22, 23). Com a oclusão, a irrigação sanguínea (oxigênio e nutrientes) 
não ocorre adequadamente no coração deixando as células em estado de hipóxia, 
levando ao infarto na região afetada (14, 23). Após IAM o coração sofre mudanças 
na sua estrutura quanto a sua flexibilidade, capacidade de energia e de adaptação 
(16). Porém, o principal efeito biológico que ocorre no coração após IAM é o que 
conhecemos como  I/R do miocárdio (24).  
A I/R é uma condição inflamatória caracterizada por respostas imunes 
inatas, definida como o restabelecimento da circulação com objetivo de levar 
nutrientes e oxigênio as células previamente isquêmicas, necessário para o 
salvamento celular (16, 18, 25). Este restabelecimento promove lesões de 
reperfusão no período inicial pela formação de espécies reativas de oxigénio, stress 
oxidativo, disfunção mitocondrial e sobrecarga de cálcio (26, 27). Segundo autor Ke 
He e colaboradores, a I/R é uma lesão contínua, sendo um desafio nos dias atuais 
para os médicos (20). Entretanto, a ausência da reperfusão é um evento devastador 
associado a um pior prognóstico (28, 29). A quantidade de células que morrem 
durante e após a isquemia é o determinante primário do resultado tardio do IAM. 
Neste contexto, a redução do número de células lesadas na I/R através do 
restabelecimento sanguíneo na região afetada, apresenta-se como uma estratégia 
de suma importância nesta doença (30).  
A importância de encontrar estratégias e drogas que possam minimizar a 
lesão de I/R é fundamental durante as síndromes coronárias agudas, bem como, no 
intra-operatório de cirurgias cardíacas onde também ocorre a I/R do miocárdio (30, 
31). 
Nas últimas duas décadas tem sido descrito diversas técnicas visando a 
cardioproteção durante a reperfusão com a consequente redução da área de infarto 
e melhor remodelamento ventricular (32, 33). O conceito de que a lesão de I/R pode 
ser limitada por manipulações farmacológicas é conhecido há quase 40 anos. 
Maroko e colaboradores introduziram a nova idéia de que a extensão e gravidade do 
dano miocárdico talvez não possa ser pré-determinado, mas pode ser modificado 
por manipulações durante a I/R (34). 
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  A reperfusão está associada com a cascata inflamatória, ocasionando 
danos às células cardíacas após o período de isquemia devido a lesões oxidativas 
(16, 35). Neste processo, estudos revelam aumento dos níveis de citocinas pró-
inflamatórias, anti-inflamatórias, moléculas de adesão e também de interleucinas (5, 
35-37). Os níveis elevados de citocinas pró-inflamatórias contribuem para a ICC, 
entretanto, são necessários mais estudos para compreensão fisiológica dos 
benefícios e dos danos causados pelas citocinas no coração (36, 38). 
Em especial, as citocinas são proteínas secretadas por células da 
imunidade inata e adaptativa, sendo produzidas como resposta à microorganismos e 
outros antígenos. Diferentes citocinas estimulam respostas diversas nas células 
envolvidas na imunidade e inflamação. Quando estimuladas por um agente, são 
liberadas e agem por meio de receptores de membrana específicos, modulando a 
produção e atividade de outras citocinas (39). As citocinas são moléculas de 
sinalização que atuam atraindo células inflamatórias através de seus efeitos 
biológicos, para diferentes sítios que são atacados. Esses efeitos, são considerados 
de ação direta ou de ação indireta, onde é necessário primeiramente a ativação dos 
fatores de transcrição (4).  
As citocinas são mediadores pleiotrópicos e possuem uma gama de 
ações em todos os tipos de células envolvidas no reparo cardíaco (40). Em geral, 
estudos demonstram que a liberação de pequenas quantidades de citocinas nos 
tecidos estão associados ao efeito benéfico, determinando uma ativação dos 
mecanismos de defesa do organismo contra um agente agressor. Em contrapartida, 
quantidades excessivas desses mediadores provocam efeitos deletérios ao 
organismo (36, 38). Níveis de citocinas pró-inflamatórias elevados na circulação 
sistêmica estão associados a diversos fatores, entre eles a falência do miocárdio 
(41).  
Algumas citocinas pró-inflamatórias são mais estudadas no coração por 
serem expressas pelo estresse causado pelo IAM, I/R e também pela fisiopatologia 
da hipertrofia, entre elas: Fator de Necrose Tumoral-α (TNF-α), Interleucina-1 (IL-1) 
e a Interleucina-6 (IL 6). No entanto, os mecanismos e o papel preciso da inflamação 
não são totalmente conhecidos (42). 
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A IL-1 esta envolvida com o IAM devido sua produção excessiva na 
presença do colesterol. Macrófagos ativados dentro da placa de ateroma, 
expressam IL-1, resultando na inflamação da parede endotelial (43). Estudos 
genéticos sugerem que IL-1 desempenha papel crucial no remodelamento do 
coração infartado envolvendo ações e tipos de células distintas (40).  A interrupção 
na cascata de sinalização da IL-1 demonstra melhora do remodelamento após o 
infarto do miocárdio e seus benefícios estão ligados a atenuação da sinalização pró-
inflamatória (40). 
  A IL-6 é uma citocina pró-inflamatória produzida em vários tecidos, sua 
estimulação no fígado produz proteínas de fase aguda durante lesão ou infecção 
(44). Os níveis aumentados de IL-6 estão correlacionados com risco futuros de 
problemas vasculares e oclusão coronariana (43). 
O fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) é uma glicoproteína 
imunoglobulina reguladora de diversas funções celulares (45). Descoberto em 1975, 
o TNF-α ficou conhecido como fator de circulação causador de necrose de tumores, 
posteriormente identificado como resposta do sistema inato a diferentes processos 
de estresse (46). O TNF-α é produzido por macrófagos, adipócitos e cardiomiócitos 
nos tecidos cardíacos em resposta a lesão causadas pela I/R através do sistema 
inato (11, 36, 47, 48). O TNF-α apresenta efeito protetor quando encontrado em 
doses baixas a curto prazo. Entretanto, em doses elevadas e a longo prazo, esse 
efeito passa ser deletério promovendo a diminuição da força contrátil e apoptose 
(11, 48, 49). Em relação ao coração, o TNF-α apresenta resultados divergentes na 
literatura, onde são observados estudos com melhora da função contrátil e da 
função ventricular e em contra ponto, outros estudos relatam perda da proteção 
relacionadas com o TNF-α e um aumento da mortalidade (23). 
O mecanismo de ação do TNF-α consiste na liberação de células 
sintetizadoras (macrófagos, fibroblastos, células de músculo liso, etc.) na forma 
solúvel para sua conversão e ativação (50). O TNF-α induz efeitos pleiotrópicos 
através de dois receptores ativos, descritos como receptor tipo 1 de TNF (TNFR1) e 
receptor tipo 2 de TNF (TNFR2) (51). Estes dois receptores são constituídos por 
glicoproteínas e atuam em diferentes regiões intracelulares. Porém, cada receptor 
apresenta características funcionais e sinalizações celulares distintas (11, 50). O 
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TNFR1 é responsável pelo efeito deletério e citotóxico, como a necrose ou apoptose, 
é expresso em quase todos os tipos de células, inclusive do miocárdio (11, 46). O 
TNFR2 é responsável pelo efeito cardioprotetor, expresso nas células cardíacas e 
também apresenta importante papel no sistema linfóide (11, 46). Entretanto, na 
literatura o papel TNFR 1 e 2 permanece incerto (52).  
O TNF é responsável também pela síntese do fator kappa B nuclear (NF-
κB) considerado fator de transcrição de genes inflamatórios que promovem apoptose 
(4, 50).  
Neste trabalho, estudamos também o fator-kB nuclear (NF-kB) que é uma 
proteína de transcrição expressa no miocárdio que regula a expressão de 
mediadores no processo inflamatório (35, 47). O NF-kB esta envolvido na regulação 
do processo celular de maturação, sobrevivência e proliferação, além de processos 
inflamatórios (10). A família do NF-kB é subdivida em: p50-P105 (NF-kB1), p52-
P100 (NF-kB2), p65 (RelA), RelB e RelC, que formam diversos dímeros que vão 
determinar a sua ação (4, 10, 53). Essas subunidades p50 (essencial para a 
proteção cardíaca contra I/R) e p65 (responsável pela expressão cerca de 25% dos 
genes responsivos do NF-kB) são as formas mais encontradas e responsáveis 
principalmente pela atividade de transcrição do NF-kB (10).  
A ativação do NF-kB é descrita na literatura em macrófagos, células 
musculares lisas e em células endoteliais associadas com placas ateroscleróticas 
(54). Os dímeros de NF-kB se associam com um grupo de proteínas inibitória 
conhecidas como IkB, que tem a função de manter os dímeros de NF-kB no 
citoplasma na forma inativa (10).  Porém, na isquemia e depois da lesão de 
reperfusão, a via do NF-kB é estimulada e o IkB é fosforilado por diferentes quinases 
(IKK1 / IKK-α e IKK2 / IKK-β), degradando e  liberando o NF-kB para ser translocado 
para o núcleo, proporcionando a transcrição dos genes inflamatórios  (Figura 1) (4, 
35, 37, 55).  
O NF-kB também esta envolvido na regulação dos processos celulares, 
maturação celular e processos inflamatórios (10). A transcrição NF-kB é vista como 
um moderador celular da imunidade inata e adaptativa do processo apoptótico e 
anti-apoptótico, além dos processos fisiopatológicos cardíacos (41, 55). Podemos 
destacar, que a atividade do NF-kB esta associada com aterosclerose, ruptura da 
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placa aterosclerótica, rejeição de transplantes cardíacos, angina e entre muitos 
outros, a lesão por I/R (54). Por estar envolvidos em todos esses processos, o NF-
kB induz, regula e codifica as proteínas envolvidas nos eventos inflamatórios e 
também nos considerados cardioprotetores (37, 55).  
Existe controvérsias na literatura em relação ao papel do NF-kB. Estudos 
mostram efeitos prejudiciais no remodelamento pós-IAM quando o NF-kB é 
translocado para o núcleo, iniciando as transcrições de citocinas, agentes pro-
coagulantes e genes vasoativos. Porém, o NF-kB promove a expressão de proteínas 
com efeitos cardioprotetores que bloqueiam a apoptose ou inibem a inflamação (53, 
55). 
  
 
 
Figura 1: Diagrama da via de sinalização de NF-kB que resulta na 
transcrição de genes relacionados ao processo inflamatório. A ativação do complexo 
IKK leva à fosforilação de IkB que permite a translocação do  NF-kB para o núcleo. 
Referência: (http://www1.imperial.ac.uk/resources/AA786A60-3352-41E7-
BE2797D3F1315DB9/figure5nfkbpathway.jpg). 
 
 
Buscando minimizar os danos ao coração, estudamos neste trabalho a 
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ação da diacereína, cujos benefícios (bem definidos na literatura), estão associados 
primeiramente a doenças reumáticas (56).  
A diacereína é uma antroquinona encontrada em plantas do gênero 
Cássia (Figura 2) e seu metabólito ativo é 1,8-Diacetoxi-3-carboxiantraquinona 
(Figura 3). Em humanos, a diacereína é totalmente metabolizado em um composto 
chamado Rhein (ácido 4,5-dihydroxyanthraquinone-2-carboxílico) (Figura 4), o qual é 
distribuído para os demais tecidos (56, 57). O rhein é um composto bioativo 
encontrado em plantas fitoterápica chinesa chamada Ruibarbo ou Rhubarb (Rheum 
palmatum L. ou R. tanguticum Maxim), conhecida por ação anti-inflamatória, pro-
inflamatória, antipirética e analgésica (56, 58). A diacereína devido a sua atividade 
biológica vem sendo discutida por décadas, no entanto, seu efeito benéfico 
primeiramente foi encontrado no tratamento de osteoartrites e osteoartroses 
associados principalmente com tecidos articulares como condrócitos, fibroblastos 
sinoviais e osteoblastos (58).  
Estudos em animais e humanos têm mostrado que o metabólito ativo da 
diacereína inibe a síntese e atividade de citocinas pró-inflamatórias (TNF, IL-6 e IL-
1) e pode ter um efeito benéfico no remodelamento ventricular após a lesão em I/R 
do miocárdio (57, 59). O autor Gao 2014, relata que a diacereína é um inibidor 
potente de oxido nítrico induzido por IL-1 β e que os inibidores de IKKβ podem ser 
drogas anti-inflamatórias eficazes (56). Além disso, a diacereína tem a capacidade 
de inibir a produção de IL-1 e metaloproteínases (59). 
A cascata inflamatória que envolve o processo de IAM é um alvo 
terapêutico atrativo devido o efeito multifuncional que as drogas tem nas células. O 
desafio é desenvolver novas drogas que ativam preferencialmente a via reparadora 
em relação a prejudicial (60). 
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Figura 2: Foto ilustrativa de uma das plantas do gênero Cassia 
Referência: 
(http://www.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.essentialoilspedia.com/wpconte
nt/uploads/2013/05/cassia.jpg&imgrefurl=http://www.essentialoilspedia.com/cassia/&
h=1200&w=1600&tbnid=Z36K0_Gc9ArpOM:&tbnh=160&tbnw=213&usg=___BqJHY
qRt7B-1gfRlMnxaKnplB8=&docid=yI02yCLz6n43yM&itg=1) 
 
 
 
Figura 3: Estrutura química da diacereína, formula molecular C19H12O8, 
peso molecular 368.293 g/mol.  
Referência:http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Rhein#section=Top 
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Figura 4 : Estrutura química do composto Rhein, fórmula molecular 
C15H8O6, peso molecular 284.22042 g/mol.  
Referência:  
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Rhein#section=Top  
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2- OBJETIVO 
 
Avaliar quais os efeitos da utilização da diacereína sobre o 
remodelamento ventricular na lesão de isquemia miocárdica em modelo 
experimental clinicamente relevante após IAM.  
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3- METODOLOGIA 
 
Estudo realizado no período 2012 a 2015 no Laboratório de Isquemia e 
Reperfusão do Miocárdio (LIRM), localizado Núcleo de Medicina Experimental na 
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). 
O trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade 
de Ciências Médicas FCM-UNICAMP sob o número 2428-1. Todos os protocolos 
experimentais foram estabelecidos de acordo com as normas do Conselho Brasileiro 
de Experimentação Animal, e do "Guia para Cuidados e Uso de Animais de 
Laboratório", publicado pelo US National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-
23, revista em 1996). O trabalho recebeu suporte financeiro CAPES (número 
processo 11239-13-1) e FAPESP (número processo 2011/14550-7). 
Ratos da linhagem Wistar, machos com peso médio de 180 gramas e 
com 4 semanas de vida foram estudados neste trabalho.  Os animais tiveram livre 
acesso à água e uma dieta para ratos padrão oferecida pelo Centro de Criação 
Central da Universidade Estadual de Campinas- UNICAMP. As salas onde os 
animais foram alojados mantinham a temperatura  de 21 °C com um ciclo claro / 
escuro de 12 horas cada. 
 
3.1- Indução do IAM 
 
Animais  com 4 semanas de vida foram submetidos a toracotomia sob 
anestesia inalatória com Isoflurano 2%, não sendo necessário entubação. Em 
seguida, foi realizado uma pequena incisão na pele do animal na região torácica à 
esquerda para disseção da musculatura. O tórax foi aberto e cuidadosamente o 
coração exposto através da incisão torácica. Um fio de polipropileno foi passado ao 
redor da artéria interventricular anterior e a mesma ocluída. O coração foi inserido no 
tórax e realizado sutura. O procedimento durou em média dois minutos. Esta técnica 
foi descrita por Gao e colaboradores sendo realizada em nosso laboratório, com 
15% mortalidade operatória  em virtude do infarto (61).   
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Os animais randomizados envolvidos no estudo foram divididos em quatro 
grupos, sendo: 
• Grupo Controle (n=16) : submetidos a toracotomia com ligadura da 
artéria interventricular anterior. Tratados com placebo (solução fisiológica) iniciando 
o tratamento no dia do infarto e mantido por 4 semanas até o estudo hemodinâmico 
e eutanásia. 
• Grupo Diacereína (n=10) : submetidos a toracotomia com a ligadura 
da artéria interventricular anterior. Tratados com diacereína 80mg/kg/dia, iniciando o 
tratamento no dia do infarto e mantido por 4 semanas até o estudo hemodinâmico e 
eutanásia. 
• Grupo SHAM (n=8) : submetidos a toracotomia sem ligadura da artéria 
interventricular anterior e mantidos por 4 semanas até o estudo hemodinâmico e 
eutanásia, sendo tratados com placebo (solução fisiológica) 
• Grupo SHAM com Diacereína (n=10) : submetidos a toracotomia sem 
ligadura da artéria interventricular anterior, sendo tratados com diacereína 80 
mg/kg/dia, iniciando o tratamento no dia do infarto e mantido por 4 semanas até o 
estudo hemodinâmico e eutanásia. 
A dose de diacereína é baseada em estudos que avaliaram a droga em 
ratos submetidos ao modelo de inflamação (62, 63). Os animais pertencentes ao 
grupo diacereína e Sham com diacereína, receberam a droga diluída em água 
através de gavagem uma vez ao dia. E os animais pertencentes ao grupo controle e 
ao Sham receberam solução salina através de gavagem uma vez ao dia.  
 
3.2- Avaliação Hemodinâmica 
 
Após 4 semanas de procedimento de IAM, os animais foram anestesiados 
com Xilazina (5 mg / kg) e Cetamina (75 mg / kg) por injeção intraperitoneal. Um 
cateter de medida de pressão e volume (SPR-838, Millar Instruments, Houston, TX, 
EUA) foi introduzido na artéria carótida direita até o ventrículo esquerdo. O cateter 
foi ligado a um PowerLab 8/30 conversor A / D (ADInstruments, Mountain View, CA, 
EUA) e um computador pessoal. O posicionamento deste cateter de pressão gerou 
curvas de volume e pressão com índices de contratilidade derivados destas 
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medidas. Solução salina a 30% foi injetada (20 microlitros) em bolus para verificação 
da condutância do eletrodo e calibração do mesmo. Com esta metodologia 
mensuramos índices de contratilidade, como: elastância máxima, trabalho sistólico 
pré recrutável, relação da pressão diastólica final e volume diastólico final  do 
ventrículo esquerdo e tempo de relaxamento isovolumétrico (TAU).  
Ao final das medidas os animais foram eutanasiados e realizado a 
remoção do coração para estudos laboratoriais. Primeiramente o coração  e os 
pulmões foram removidos e pesados, assim como o animal. Em seguida, excluímos 
do estudo a porção correspondente ao ventrículo direito e o coração foi colocado em 
nitrogênio líquido, armazenado a temperatura de -80oC para posterior análises 
moleculares. 
 
3.3- Extração de Proteínas para Western Blot  
 
O material estudado foi removido do freezer -80oC e colocado 
imediatamente em banho de gelo para ser processado sem que ocorra o seu 
descongelamento. Em seguida, adicionamos o tampão de extração RIPA (1% de 
NP40, 1% de Deoxycholate de Sódio, 0.1% de SDS a 10%, 150mmol/L de NaCl, 
50mmol/L de HEPES pH 7.0, 2mmol/L de EDTA pH 8.0, 100mmol/L de NaF, 10% de 
glicerol, 1.5mmol/L de MgCl2, 100mmol/L PMFS em ETOH, 200mmol/L 
Ortovanadato de Sódio, 1µg/ml de Aprotinina) em cada tubo de ensaio contendo o 
coração para ser homogeinizado com o politron promovendo a lise dos tecidos. 
Realizamos a centrifugação das amostras a 12.000 rpm, por 10 minutos, a 4 °C, 
onde obtivemos a separação das frações solúveis das insolúveis. Alíquotas foram 
realizadas e em seguida a quantificação de proteína pelo método do Biureto 
(Laborlab, de Guarulhos, SP, Brasil) no leitor de Enzyme-Linked Immunosorbent 
Assay (Elisa).  
 
3.4- Western Blot  
                               
          Aplicamos 125 ug de proteína no gel de SDS-PAGE 1,0 mm (Sodium Dodecyl 
Sulfate-poly-acrylamide) de 8% ou 10% de acordo com o peso molecular da proteína 
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estudada. Após aplicação das amostras em gel SDS-PAGE a eletroforese foi 
realizada no aparelho Minigel Cuba ® Mini-PROTEAN II, BioRad, com solução 
tampão de eletroforese diluída previamente. Depois de executar a corrida em gel de 
SDS, imediatamente transferimos as proteínas para uma membrana de nitrocelulose 
(BioRad) utilizando o equipamento Trans-Blot® Turmo TM Transfer System (BioRad, 
USA). A coloração Ponceau S ou “house keeping genes” foi realizada após 
transferência para confirmação da eficiência da transferência e da sobretaxa de 
proteína equivalente contida na membrana. 
Em seguida, a membrana foi incubada com solução de bloqueio durante 
duas horas e logo após, adicionada a solução de anticorpo primário por uma noite. 
Os anticorpos utilizados para a detecção das proteínas respectivas foram:  
• IkB-α (sc: 371, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA) 
• p-IkB-α (sc: 8404, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, 
USA) 
• TNF-R1 (sc: 80376, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, 
USA) 
• TNF-R2 (sc: 1074, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, 
USA) 
• Pro-COL 1 A 2 (sc: 8787, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, 
CA, USA) 
 
As membranas foram incubadas novamente com os anticorpos 
secundários, respeitando a origem animal (espécie)  do anticorpo primário, sendo: 
• Anti-mouse (Thermo Scientific, West Palm Beach, FL, USA) 
• Anti-rabbit (Thermo Scientific, West Palm Beach, FL, USA) 
• Anti- goat (Thermo Scientific, West Palm Beach, FL, USA) 
 
Os complexos imunes formados foram visualizados com o sistema de 
detecção de quimiluminescência Super Signal® West Pico Chemiluminescent 
Substrate (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) Os segmentos foram quantificados 
por densitometria das imagens digitalizadas.  
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3.5- Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real  (PCR- Real 
Time) 
 
Amostras de tecidos da área de infarto e área remota do VE foram 
submetidos a extração de RNA usando reagente Trizol (Ambion, EUA). O RNA foi 
quantificado utilizando a relação de absorbância 260/280 nm. Utilizando um kit de 
cDNA de alta capacidade de Transcrição Reversa (Applied Biosystems, Carlsbad, 
CA, USA), o RNA total (1ug) foi utilizado para reações de transcrição reversa. Para 
detectar os níveis de expressão de genes, PCR em tempo real foi realizado 
utilizando os iniciadores TaqmanTM disponíveis comercialmente para a IL-1, IL-6, 
TNF, NF-kB p50, NF-kB p65 e actina (Applied Biosystems, Carlsbad,CA, USA). 
Utilizamos a actina como controle interno. 
 
3.6- Análise Histopatológica  
 
Após a avaliação hemodinâmica, o VE de cada animal foi dissecado, e 
uma fatia do ventrículo (~ 3 mm) foi preservado em paraformaldeído a 4% e 
embebidos em parafina. As secções de tecido (4 mm) foram corados com Tricrômico 
de Masson e Picrosirius Red para avaliar fibrose e deposição de colágeno. Imagens 
histológicas foram adquiridos usando um microscópio óptico com uma lente de 2,5 × 
(Imager A2 Axio Carl Zeiss, Alemanha). Cerca de 12 imagens foram necessários 
para cobrir a fatia a extensão do tecido. As imagens foram reconstruídas 
posteriormente em uma única fatia panorâmica usando software PTGui (versão 
9.1.3, Rotterdam, Holanda). 
Fibrose e deposição de colágeno foram quantificados utilizando software 
ProPlus Imagem (versão 6.0, Warrendale, PA, EUA). Os dados foram expressos 
como percentagem de tecido total por fatia do VE panorâmico. Analisamos também 
a fibrose e deposição de colágeno na área não infartada do VE (área remota). 
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3.7- Área de Secção Transversal da Cardiomiócitos 
 
As áreas das seções transversas dos cardiomiócitos do VE (4 µm) foram 
utilizadas para avaliação de hipertrofia cardíaca. Os tecidos foram corados com 
hematoxilina e eosina. Aproximadamente de 10 a 15 campos da área remota foram 
analisados com a lente objetiva 40 X e a luz transmitida. Um total de 70 células 
foram medidas para cada animal utilizando o software Image ProPlus (versão 6.0, 
Warrendale, PA, EUA) para a avaliação das áreas das seções transversas dos 
cardiomiócitos. 
 
3.8- Transcrição de NF-kB Subunidades p50 e p65 
 
Estudamos a ativação do NF-kB subunidades p50 e p65 nos tecidos de 
VE a partir de extratos nucleares. Utilizamos um método de detecção 
quimioluminescente de acordo com as instruções do fabricante disponíveis no kit 
comercial (Transcription Factor Kits for NF-kB p50 e p65 number 89858 89859, 
Pierce Biotechnology, Rockford, IL- USA) . 
 
3.9- Caspase 3/7 Atividade 
 
A atividade da Caspase 3/7 foi analisada a partir de extrato de proteína do 
VE (200 mg) de acordo com as instruções do fabricante (Caspase  3/7 Glo, 
Promega, Fitchburg, WI, EUA). Os dados foram analisados utilizando um 
luminómetro Glomax 20/20 (Promega, Fitchburg, WI, EUA). 
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4- RESULTADOS 
 
Os resultados da presente tese estão apresentados no artigo: 
 
Torina AG, Reichert K, Lima F, de Souza Vilarinho KA, de Oliveira PP, do 
Carmo HR, de Carvalho DD, Saad MJ, Sposito AC, Petrucci O. Diacerein Improves 
Left Ventricular Remodeling and Cardiac Function by Reducing the Inflammatory 
Response after Myocardial Infarction. PLoS ONE. 2015; 10(3): e0121842. 
doi:10.1371/journal. pone.0121842  
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`
over the dP/dt max in an elegant model of myocardial infarction in swine. They suggest the
ejection fraction is more suited for inter animal comparisons and dP/dt max is more useful
tool to assess contractility within the same animal [24]. Therefore, the present findings demon-
strate the diaceiren interfere positively on the LV remodeling after MI, but it was unable to pro-
vide any beneficial effect on myocardial contractility state compared to the control group.
These beneficial effects of LV remodeling after MI may have been due to inhibition of
TNFR1, which can lead to lower levels of IκBα activation and reduced transcription of NF-κB
p65. No significant changes in TNF receptor 2 (TNFR2) were observed during the same experi-
mental period. LV remodeling was also associated with lower levels of caspase 3/7 activity, less
fibrosis, less collagen, and reduced procollagen deposition. To our knowledge, the effects of
diacerein on LV remodeling after MI have not previously been investigated. The present find-
ings suggest that modulation of the inflammatory response is a key factor in the healing pro-
cess, in accordance with several reports in the literature [3, 4, 11, 29], supporting the potential
clinical utility of a drug with anti-inflammatory effects after MI.
Remodeling of the LV after MI is a complex process that includes several pathways that me-
diate biochemical, molecular, and morphological alterations in remote and infarcted myocardi-
al regions [19]. The role of innate immunity in this process is not completely understood.
However, it appears that TNF mediates bimodal effects, ranging from tissue injury to tissue re-
pair, during the acute and chronic stages after MI[3, 30]. In the present study, selective inhibi-
tion of TNFR1 was identified as a potential mechanism by which inhibition of IκBα could
regulate the NF-κB p65/p50 heterodimer [31]. This hypothesis is supported by the results of
other studies involving TNFR1 [30, 32, 33]. For example, Hamid and colleagues subjected
Fig 4. Gene expression detected for TNF (A) and IL-1 (B) in remote and infarcted areas.Gene expression detected for IL-6, NF-κB p50, and NF-κB p65
(C) in the remote areas of both groups. All values represent the mean ± SE of three independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0121842.g004
Diacerein Improves Left Ventricular Remodeling
PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0121842 March 27, 2015 9 / 13
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5- DISCUSSÃO GERAL 
 
A doença cardiovascular no geral, inclui uma variedade de doenças com 
múltiplas causas, sendo o RC o resultado comum entre elas (10). O RC está 
associado com estresse oxidativo, citocinas, produção de óxido nítrico e ativação de 
sistemas hormonais, que contribuem com o RC inicialmente de forma positiva, 
porém a progressão da doença é prejudicial ao coração (10, 64). Especificamente, 
dentre as doenças cardiovasculares, o IAM é uma das principais causas de 
morbidade e mortalidade em todo o mundo (8, 14). Após o IAM, ocorre mudanças 
fisiopatológicas com aumento da sobrecarga de volume que induz ao RC e sua 
progressão promove a disfunção ventricular (1, 8).   
Este trabalho avaliou os efeitos benéficos da droga diacereína em modelo 
experimental em ratos após evento de IAM. A diacereina é uma droga importante e 
cujo os benefícios estão primeiramente associados a doenças reumáticas devido a 
sua ação anti-inflamatória que inibe a síntese e atividade de citocinas pró-
inflamatórias (56).  
Nossos resultados demonstram que os animais submetidos ao IAM e 
tratados com diacereína durante 4 semanas obtiveram uma diminuição dos volumes 
sistólicos e diastólicos finais do VE e menos hipertrofia dos cardiomiócitos em áreas 
remotas (não infartadas). 
Normalizamos os valores dP/dt max para o volume diastólico final, por ser 
um índice de contratilidade confiável segundo a literatura (65). Os resultados 
observados foram que o grupo controle apresentou diminuição dos valores dP/dt 
max normalizados quando comparados ao grupo diacereína. Estes dados podem 
indicar que houve uma modulação do sistema parassimpático (66). No entanto, mais 
estudos são necessários para analisar esta possibilidade. 
Os resultados demonstram que a frequência cardíaca dos animais do 
grupo controle foi maior em comparação ao grupo diacereína.	
A fração de ejeção neste trabalho foi maior para o grupo diacereína 
quando comparado ao grupo controle. Ishikawa e colegas demonstraram no modelo 
de IAM em suínos, que a fração de ejeção é mais sensível na detecção da dP/dt 
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max sendo a ferramenta mais útil para avaliar a contratilidade dentro do mesmo 
animal (53, 65). Estudo recente revelou que diminuição da força contrátil se dá 
porque o TNF desempenha importante função na patogênese e na progressão de 
aterosclerose, na lesão de I/R do miocárdio e na IC (49). 
Demonstramos que a diacereína atua beneficamente no remodelamento 
do VE após IAM, mas, não encontramos qualquer efeito benéfico sobre o estado de 
contratilidade miocárdica no grupo diacereína em comparação com o grupo controle.  
Estes efeitos benéficos do remodelamento do VE após IAM pode ter sido 
devido à inibição do TNFR1, que levam a diminuição dos níveis de ativação IκBα e 
com isso uma diminuição da transcrição do NF-kB p65. Importante lembrar que o 
TNF tem como receptor o TNFR1 que é uma citocina pró-inflamatória ativada e 
regulada  pelo NF-kB (10). Não foram observadas mudanças significativas no 
TNFR2 durante o mesmo período experimental. 
Os níveis de expressão do gene de TNF diminuíram em ambas as áreas 
remotas e infartadas do VE. Apesar de terem sido detectados diminuição na 
expressão do gene IL-1 no grupo diacereína, os resultados não demonstraram  
diferença significativa entre os grupos controle e diacereína. Nas regiões remotas do 
VE, foram detectados no grupo de diacereína em comparação com o grupo controle 
diminuição dos níveis de expressão do gene NF-kB p65. A expressão dos genes NF-
kB p50 e IL-6, não foram significativamente diferentes no grupo de diacereína em 
comparação com o grupo controle.  
Estudo recente mostrou que a diacereína diminui a ativação de caspase-3 
levando a inibição da apoptose de cartilagem, mediadores inflamatórios, óxido nítrico 
e IL-1β (67). Semelhantes a estes resultados, demonstramos que remodelamento do 
VE também foi associado com baixos níveis de caspase 3/7 atividade, menos 
fibrose, menos colágeno e redução da deposição de pró-colágeno. Huang e 
colaboradores em um de seus estudos relata que a diacereína reduz a associação 
de receptores IL-1, diminuindo a expressão de eventos relacionados a síntese de 
óxido nítrico, atividades de colagenase e metaloproteinases através da inibição de 
NF-kB (27). Para o nosso conhecimento, os efeitos da diacereína no remodelamento 
do VE após IAM não foram previamente investigados. 
Remodelamento do VE após IAM é um processo complexo que inclui 
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alterações bioquímicas, moleculares e morfológicas. Apesar do TNF-α contribuir em 
diversas situações onde ocorre a lesão de I/R (38), alguns estudos demonstram 
efeito paradoxal do TNF-α sugerindo que a ativação desta citocina contribui para a 
adaptação do miocárdio após insulto de I/R (23, 68). O papel da imunidade inata, 
neste processo não é completamente compreendido. No entanto, verifica-se que o 
TNF-α promove efeitos variando de lesão de tecido para tecido, durante as fases 
aguda e crónica após infarto do miocárdio (69). O fato é que a liberação de TNF-α 
após lesão miocárdica ativa vias de sinalização, sendo benéfica ao coração devido a 
possível indução de genes cardioprotetores e também a redução do tamanho do 
infarto (23, 51). Contudo, O TNF-α pode ser prejudicial promovendo aumento da 
síntese de óxido nítrico, piora da função endotelial, aumento de apoptose em 
miócitos, indução de remodelamento e disfunção miocárdica (52).  
No presente estudo, a inibição seletiva de TNFR1 foi identificada como 
um potencial mecanismo pelo qual a inibição de IκBα poderia regular o NF-kB p65 / 
p50. Estudos indicam que IkBa inibi a ativação NF-kB e os seus genes alvo, 
reduzindo a hipertrofia e melhorando a função sistólica do VE (4). Recentemente, 
Gao e colaboradores mostraram uma diminuição na IκBα fosforilação em células 
RAW 264.7 de pré-tratados com diacereína e estimuladas com lipopolissacárideos 
(LPS) (56). A diminuição da fosforilação IκBα foi também acompanhado por uma 
redução acentuada nos níveis nuclear de NF-kB p65 em comparação com as células 
que não foram pré-tratados com diacereína (56). Estas observações em um modelo 
in vitro são muito semelhantes aos descritos aqui em modelo animal. 
O NF-kB é uma proteína de transcrição, considerada o mediador principal 
da inflamação. Embora na literatura os resultados não são claros, a ativação de NF-
kB a curto prazo demonstram efeitos benéficos, mas uma ativação prolongada 
promove a inflamação crônica e pode ser prejudicial (10, 53). Sabe-se também, que 
o acúmulo de várias proteínas cardioprotetoras resulta na ativação do NF-kB que 
protege as células cardíacas dos danos causados pelo processo de I/R (55). Estudo 
com ratos knockout TLR4 são protegidos da lesão por I/R durante o tempo de 2h a 
24h após a reperfusão pela inibição do NF-kB. Após a reperfusão, neste estudo os 
níveis de citocinas pró-inflamatórias e células inflamatórias foram reduzidos (22). 
Onai e colaboradores, anteriormente demonstraram que o bloqueio não-seletivo de 
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NF-kB melhora o remodelamento do VE após o IAM em seus estudos de IMD-0354 
e fosforilação IKK-β. No presente estudo, o bloqueio seletivo de TNFR1 resultou 
numa atenuação de transcrição NF-kB p65, níveis mais baixos de atividade da 
caspase 3/7 e melhora do remodelamento do VE 4 semanas após o tratamento com 
diacereína. A diminuição de efeitos pró-inflamatórios, pró-fibrótica e anti-apoptótica 
foram observadas em ratos transgênicos com mais de uma mutação expressas para 
a fosforilação de IkB-α (70). Os últimos resultados são consistentes com os do 
presente estudo, apesar de níveis mais baixos de expressão de TNF também foram 
acompanhados por uma ausência de alterações nos níveis expressão do gene no 
presente estudo de IL-1 e IL-6. 
Vários estudos têm mostrado que o NF-kB desempenha um papel 
importante no RC após IAM em modelos animais e seres humanos (10, 71, 72). Os 
resultados evidenciam os efeitos cardioprotetores do NF-kB e a cardioproteção 
através do bloqueio da atividade do NF-kB (10). O acúmulo de várias proteínas 
cardioprotetoras resulta na ativação do NF-kB que protegem as células cardíacas 
dos danos causados pelo processo de I/R (55). Estudos experimentais em modelos 
de ratos com insuficiência cardíaca (IC) revelam que o bloqueio do NF-kB age 
reduzindo a lesão de isquemia e reperfusão, o tamanho do infarto e preservando a 
função cardíaca (19, 35, 55). Além disso, o NF-kB subunidades p50 e p65 
demonstraram sua translocação para o núcleo até 24 horas após o IAM, mas 
apenas a subunidade p65 é estimulado de forma consistente em animais que sofrem 
remodelamento do VE e IC  (10).  
A relação entre a imunidade inata e remodelamento do VE após IAM 
permanece pouco clara, embora pareça que a ativação crônica de NF-kB é 
prejudicial para a remodelamento dos programas genéticos VE (69). Valen G. e 
colaboradores destacam que o NF-kB é ativado por diversas condições, porém, os 
resultados dos estudos para a função cardíaca e viabilidade celular não estão 
totalmente esclarecidos (4).  
  No presente estudo, a diacereína parcialmente bloqueou o processo 
inflamatório após IAM inibindo a subunidade NF-kB p65. Este efeito foi associado 
com  melhora do remodelamento do VE ao longo de um período de 4 semanas pós 
IAM. De inicio, sabemos que o RC é necessário para adaptação cardíaca  após IAM 
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e que devido aos seus complexos mecanismos e alterações, levam a progressão da 
doença e piora do prognóstico. Acreditamos que intervenção terapêutica com a 
diacereína pode minimizar os danos e proporcionar um melhor prognóstico devido a 
sua ação anti-inflamatória e melhora no remodelamento do VE observados neste 
estudo.   
 
 
Limitações do Estudo 
 
  Encontramos algumas limitações associadas com o presente estudo, 
sendo: 
 
1- Todos os ensaios de Western Blot foram realizados utilizando extrato 
de tecido total ao invés de extrato de fração citosólica, e isso pode explicar as 
observações similares entre os níveis de expressão IκBα no estudo de Gao e 
colaboradores (56). 
2- Não foram realizadas análises moleculares para as vias de sinalização 
da apoptose e fibrose, apenas análises histológicas, sendo necessário futura 
complementação com esses dados.  
3- Doses de diacereína não foram avaliadas para investigar um efeito 
potencial dependente da dose. 
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6- CONCLUSÃO 
 
Concluímos que a utilização da diacereína na fase aguda da indução da 
isquemia miocárdica e administrada de forma contínua pelo período de 4 semanas 
após infarto agudo do miocárdio proporcionou um bloqueio inflamatório associado 
com uma diminuição do remodelamento ventricular. 
Acreditamos que a diacereína pode ter ação inibitória na via parcial do 
NF-kB capaz de influenciar vários fatores envolvidos no RC. 
Desta forma, a inibição do NF-kB pode representar uma abordagem 
terapêutica favorável ao IAM, porém há a necessidade de estudos complementares. 
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8- ANEXOS 
 
8.1- Liberação do uso do artigo na presente tese: 
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8.2- Aprovação do Comitê de Ética no uso de Animais da UNICAMP/CEUA 
 
